Eh E ^K jfi Acta Entomologica Sinica, February 2013, 56(2) : 186 -194 ISSN 0454-6296 


利用 mtCOI PCR-RFLP 技术 鉴定 
FR [s] 358 P] 7L T 8 13 EL Es fn 


——1 2 1 y 1, * 
ZR m, E E, NR, 刘 树 生 
(1. 浙江 大 学 昆虫 科学 研究 所 , 农业 部 农业 昆虫 学 重点 实验 室 , 杭州 310058; 
2. 西南 大 学 植物 保护 学 院 , 昆虫 学 及 害虫 控制 工程 重庆 市 重点 实验 室 , 重庆 400716) 














摘要 : JN SV Bemisia tabaci ( Gennadius) 是 一 个 物种 复合 体 , 包括 31 个 以 上 形态 上 无 法 区 分 的 隐 种 ,其 中 少数 隐 
种 是 世界 性 人 侵害 虫 。 目 前 , 在 中 国境 内 分 布 有 2 个 人 侵 隐 种 和 13 个 土著 隐 种 。 快 速 、 高 效 的 鉴别 方法 对 掌握 
烟 粉 蚕 田间 发 生 规 律 及 制定 相关 防 控 策 略 具 有 重要 意义 。 然 而 到 目前 为 止 , 除了 meor 基因 测序 比 对 外 ,尚未 有 
一 种 简便 的 方法 可 以 有 效 地 区 分 多 个 烟 粉 乔 隐 种 。 本 研究 采用 miCOI PCR-RFLP 技术 , 单独 或 组 合 使 用 Tagl, 
Vspl, Van91I, Ncol 和 Foklix 5 种 限制 性 内 切 酶 , 酶 切 烟 粉 和 到 miCOI 的 PCR 扩 增 片段 ,鉴别 分 布 在 中 国境 内 的 9 
TARAP RRR, 单独 使 用 Taq 酶 切 , 可 鉴别 出 MEAMI 和 China 1 两 个 隐 种 , 使 用 Tagl  Ncol 分 步 酶 
切 可 鉴定 出 MED 和 Asia 1 两 个 隐 种 , 使 用 Taqi + Van911 分 步 酶 切 可 鉴定 出 Asia IL 3 和 Asia IL 9 两 个 隐 种 , 使 用 
Tagl + Vspl + Fokl 分 步 酶 切 可 鉴定 出 Asia II 1, Asia II 6 £I Asia IL7 3 个 隐 种 。 本 研究 为 高 效 鉴别 中 国境 内 的 多 个 
烟 粉 乱 隐 种 提供 了 方法 。 
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Identification of nine cryptic species of Bemisia tabaci ( Hemiptera: 


Aleyrodidae ) from China by using the mtCOI PCR-RFLP technique 

QIN Li', WANG Jia?’ , BING Xiao-Li , LIU Shu-Sheng * (1. Ministry of Agriculture Key Laboratory of 
Agricultural Entomology, Institute of Insect Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China; 
2. Chongqing Key Laboratory of Entomology and Pest Control Engineering, College of Plant Protection, 
Southwest University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: Bemisia tabaci ( Gennadius) is a species complex containing over 31 cryptic species, some of 
which are worldwide invasive insect pests. At present, two invasive cryptic species and 13 indigenous 
cryptic species have been recorded from China. Rapid and efficient methods for identifying cryptic species 
are important for investigating the population abundance of various cryptic species in the field and 
development of management strategies. However, apart from the method of sequencing mtCOI and gene 
sequence BLAST search, an efficient method for indentifying multiple species is still lacking at present. 
In this study, we adopted the PCR-RFLP technique, using one or more of the five restriction enzymes, 
namely Tagl, Vspl, Van91lI, Ncol and Fokl, to identify nine whitefly cryptic species from China. The 
results showed that two cryptic species MEAMÍ and China 1 could be identified through digestion with 
only Tagl, two cryptic species MED and Asia 1 could be identified through sequential digestion with TagI 
+ Ncol, two cryptic species Asia II 3 and Asia II 9 could be identified through sequential digestion with 
Tagl + Van911I, and three cryptic species Asia II 1, Asia II 6 and Asia II 7 could be identified through 
sequential digestion with Tagl + Vspl + FokI. This study provides an efficient method for identifying nine 
cryptic species of B. tabaci from China. 
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烟 粉 乱 Bemisia tabaci ( Gennadius) 广泛 分 布 于 
全 球 除 南 极 洲 外 各 大 洲 的 90 多 个 国家 和 地 区 ,是 
棉花 、 烟 草 、 蔬 全 和 园林 花 开 等 作物 的 主要 害虫 之 
— (Boykin et al., 2007) , 其 成 虫 和 在 虫 通过 百 接 吸 
取 植 物 汁 液 , 分 沙 蜜 露 引 起 真菌 感染 , 造成 植物 生 
理 异 常 以 及 传播 植物 病毒 等 方式 , 给 农业 生产 造成 
巨大 的 经 济 损失 (Brown et al., 1995; Oliveira et al., 
2001; Jones, 2003) , 

烟 粉 乔 不 仅 分 布 广 泛 ,， 而 且 遗 传 结构 十 分 复杂 
(Boykin ef al., 2007; De Barro et al., 2011; De 
Barro, 2012) 。 烟 粉 乔 的 形态 分 类 一 直 存 在 争议 ， 
虽然 形态 分 类 目前 仍 将 所 有 的 烟 粉 剧种 群 归 为 一 个 
种 , 但 多 国 的 许多 昆虫 学 家 都 观察 到 ， 有 些 不 同 种 
群 之 间 生 物 学 特性 差异 明显 ,都 怀疑 烟 粉 乔 不 是 一 
个 单一 的 物种 ,可 能 包括 多 个 种 (Gill and Brown, 
2010) 。 近 年 依据 利用 miC01 基因 序列 所 做 的 分 子 
种 系 发 生 分 析 结 果 进 行 推 测 , 烟 粉 乔 包 括 至 少 31 
个 形态 上 无 法 区 分 、 但 遗传 结构 有 显著 差异 的 隐 种 
( Dinsdale et al., 2010; De Barro et al., 2011; Hu et 
al., 2011; XJR MXARE, 2012) 。 到 目前 为 止 ， 
全 世界 已 在 14 个 推测 隐 种 之 间 进 行 了 54 个 组 合 的 
杂交 试验 , 其 中 7 个 组 合 还 有 详细 的 行为 观察 数 
据 , 结果 绝 大 多 数组 合 不 产生 任何 杂交 《上 崔 性 ) T 
R, 少数 组 合 产 生 少量 杂交 子 代 , 但 这 些 子 代 不 育 
或 生命 力 低 下 , 表明 这 些 推测 隐 种 之 间 生 殖 上 是 隔 
BH. 因此 从 遗传 上 支持 了 上 述 分 子 种 系 发 生 分 析 
的 推论 (Liu et al., 2012) 。 

E FARRAR REKA FR eL BITE es. LE 
无 法 区 分 , S RAT NICE T ABUS SUR fe 28 T3 2 
Br, 如 等 位 酶 标记 (allozyme markers) 和 RAPD 
( random amplified polymorphic DNA ), AFLP 
( amplified fragment length polymorphism ) 、 核 糖 体 
18S rDNA、 核 糖 体 转录 间隔 区 I ( internal 
transcribed spacer I, ITS [ )、 线 粒 体 16S rDNA, 
mtCOI 和 标记 微 卫 星 序列 (simple sequence repeat, 
SSR) 等 (De Barro et al., 2011) 。 结 合 诸多 分 子 标 
ii. 目前 已 有 许多 种 分 子 鉴定 技术 应 用 于 烟 粉 乔 隐 
种 的 鉴定 , 但 不 同方 法 各 有 优 劣 。 随 机 引物 扩 增 的 
RAPD-PCR 方法 操作 简便 , 可 用 于 大 批量 的 样品 鉴 
定 , 但 由 于 得 到 的 DNA 片段 较 多 , 分 析 困 难 , Ho 
FHER, 结果 可 信和 度 较 低 (De Barro and Driver, 
1997; Moya et al., 2001; Khasdan et al., 2005) ; SSR 
技术 可 以 检测 到 不 同 隐 种 间 的 基因 差异 , 但 是 不 同 
隐 种 之 间 等 位 基因 卢 段 差异 较 小 , 普通 的 琢 脂 糖 凝 


胶 电 泳 很 难 将 其 进行 分 离 , 需 用 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 分 离 ， 较 为 繁琐 ; 利用 序列 特异 性 扩 增 区 
(sequence characterized amplified region, SCAR) 的 
PCR 技术 鉴定 时 只 需 进 行 一 次 PCR, 操作 相对 简 
单 , 但 每 一 对 引物 只 能 鉴定 1 个 隐 种 , 不 能 同时 鉴 
定 两 个 以 上 的 隐 种 (Khasdan et al., 2005; Ko et al., 
2007 ; Shankarappa et al., 2007) ; 对 不 同 烟 粉 乱 隐 
种 的 miCO1, 16S rDNA , ITSI 和 18S rDNA 基因 的 特 
征 序列 进行 测序 , 研究 不 同 隐 种 间 的 亲缘 关系 , 进 
行 分 子 种 系 发 生 分 析 , 也 可 鉴定 未 知 样本 所 属 的 隐 
种 , 但 该 方法 需要 对 目标 基因 序列 进行 测序 , 所 以 
过 程 乏 琐 ,， 需 时 较 长 且 价 格 昂 贯 ,不 适用 于 大 批量 
样品 的 鉴定 。 除 此 之 外 , 限制 性 片段 长 度 多 态 性 
PCR ( PCR-restriction fragment-length polymorphism, 
PCR-RFLP) 可 以 使 用 保守 引物 扩 增 出 特定 基因 
(lli mtCOI, 16S rDNA 和 ITSI) 的 片段 ,再 根据 不 
同 障 种 在 该 区 域 所 含 酶 切 位 点 的 不 同 , 利用 不 同 的 
限制 性 内 切 酶 将 所 扩 增 族 段 切 为 大 小 不 同 的 族 段 ， 
继而 通过 琢 脂 糖 凝 胶 电 访 区 分 不 同 隐 种 ,该 方法 可 
以 同时 鉴定 两 个 以 上 的 隐 种 ( Khasdan et al., 
2005 ; Bosco et al., 2006; Ma et al., 2009 ; Chu et al., 
2012) , 

虽然 已 有 使 用 mtCOI PCR-RELP 鉴定 区 分 烟 粉 
翅 不 同 隐 种 的 报道 (Khasdqan et al., 2005; Bosco et 
al., 2006 ; Ma et al., 2009; Chu et al., 2012 ) , 但 这 
些 研 究 主 要 是 关于 如 何 区 分 Middle East Asia Minor 
1 (MEAMI) 和 Mediterranean (MED) 两 个 隐 种 的 ， 
而 该 方法 对 于 区 分 其 他 烟 粉 乔 隐 种 是 否 适 用 尚 不 得 
而 知 。 在 中 国 , ERA SER MEAMI 和 MED 两 个 隐 种 
外 , 尚 有 13 个 土著 隐 种 CUARIR DUBIE, 2012 ) 。 
因此 , BEA —R3s HIS ESI BEENA, 对 于 开 
展 烟 粉 虱 野 外 调查 是 必要 的 。 本 文 首先 对 在 田间 采 
集中 较为 名 见 的 9 个 烟 粉 乱 隐 种 的 miCO1 序列 进行 
限制 性 内 切 酶 位 点 分 析 ， 筛 选 出 特定 的 内 切 酶 , 继 
而 通过 实验 , 成 功 建立 了 利用 miCOI PCR-RFLP 技 
术 鉴 定 中 国境 内 9 个 烟 粉 蛋 隐 种 的 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

实验 所 用 烟 粉 乱 隐 种 的 信息 见 表 1。 各 隐 种 自 
田间 采集 , 单 头 经 miCOI 测序 鉴定 、 纯 化 建立 种 
WE, 测序 30 ~50 头 母 本 建立 一 个 纯 种 群 , 种 群 维持 
在 人 工 气候 室内 ， 环 境 条 件 设 定 为 : 温度 26 ~ 
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28% ， 相 对 湿度 60% ~ 8096 , 光 周 期 14L: 10D, 
Ws 2-3 代 随 机 抽取 30 - 50 3:28 miC01 测序 鉴定 检 


56 卷 


测 种 群 的 纯度 。 每 一 隐 种 随机 吸取 50 头 成 虫 于 
-20°C 下 冻 死 后 用 于 实验 。 


表 1 烟 粉 剧种 群 采集 信息 及 其 mtCOI 序列 GenBank 登录 号 


Table 1 The data of collection of Bemisia tabaci populations and GenBank accession numbers of their mtCOI sequences 


隐 种 (相关 生物 型 名 称 ) 


. . 采集 日 期 
Cryptic species 


Collecting date 


采集 地 点 
Collecting locality 


、 mtCOI GenBank 登录 号 
寄主 植物 


Host plants 


GenBank accession 


( biotype names associated ) no. of mtCOI 
浙江 建 德 棉花 
Asia II 1 (ZHJ2) 2010. 10 DQ309077 
Jiande, Zhejiang Cotton 
浙江 余杭 大 豆 
Asia IL 3 ( ZHJ1 ) 2009. 11 个 DQ309076 
Yuhang, Zhejiang Soybean 
广东 广州 棉花 
Asia I7 (Cv) 2007. 10 Í EU192043 
Guangzhou, Guangdong Cotton 
浙江 余杭 番茄 
China 1 (ZHJ3) 2009. 11 个 GQ303180 
Yuhang, Zhejiang Tomato 
西 百色 HE 
Asia II 6 2011.11 , KC540758 
Baise, Guangxi Sweet potato 
湖南 邵阳 HE 
Asia II 9 2011.10 á HM137345 
Shaoyang, Hunan Sweet potato 
云南 红河 H 
Asia I 2010.9 s * KC540757 
Honghe, Yunnan Sweet potato 
浙江 宁波 辣椒 
MED (Q) 2009.6 GQ371165 
Ningbo, Zhejiang Pepper 
浙江 瑞安 茄子 
MEAMI (B) 2008.9 GQ3325T71 
Rui' an, Zhejiang Eggplant 


1.2 AAPA DNA 提取 

A AR SU DNA 的 提取 参照 De Barro 和 
Driver (1997) 的 方法 进行 ,并 稍 作 改进 。 裂 解 液 成 
分 : 50 mmol/L KCl, 10 mmol/L Tris (pH 8. 4), 
0.4596 Tween 20, 0.2% gelatin, 0. 4596 NP40, 60 
mg/mL 和 集 日 酶 K。 吸 取 25 ~30 uL 裂解 液 于 封口 膜 
E, 均匀 地 分 成 两 滴 , 将 1 头 烟 粉 乔 置 于 其 中 一 滴 
裂解 液 中 , 用 0.2 mL PCR 管 底部 研磨 虫 体 , 人 研磨 
充分 后 把 匀 浆 液 吸 入 1.5 mL 离心 管 中 , 再 用 另 一 
滴 裂 解 液 冲 洗 封口 膜 研磨 处 , 将 清洗 液 吸入 1.5 mL 
离心 管 与 匀 浆 混合 。 研 磨 结束 后 , 将 1.5 mL 离心 
管 置 于 65 仿 水浴 锅 中 水 浴 1 h, 接着 沸水 浴 10 min, 
TEE ENS K 失 活 , 短暂 离心 后 即 可 用 于 PCR 反应 ， 
DNA 模板 置 于 - 203 储藏 。 
1.3 PCR 反应 条 件 

所 用 引物 为 通用 引物 C1-J-2195 (5'-TTGATTTT 


TIGGTCATCCAGAAGT-3') 和 TL2N-3014 (5'-TCCA 
ATGCACTAATCTGCCATATTA-3') (Simons et al., 
1994) , 扩 增 产物 大 小 约 为 880 bp, PCR 反应 体系 
为 25 uL, & 1 U Taq ES, 正 反 回 引 物 各 0.$ uL, 10 
x buffer 2. 5 uL, 25 mmol/L mg'* 2. 5 uL, 2. 5 
mmol/L dNTPs Mixture 2 uL, 模板 DNA 2 uL (2330 
ng) o PCR JEFES 2 94C 预 变性 3 min 后 , 96C 
变性 30 s, 50% 退火 30 s, 72C 延伸 90 s, 进行 35 
个 循环 , 循环 结束 后 68 立 延伸 10 min。 反 应 产物 置 
T AC URBI. 
1.4 限制 性 酶 切 分 析 

用 DNAMAN (Lynnon Biosoft ) 和 Vector NTI 
(Iformax) 对 9 个 隐 种 (每 一 隐 种 各 30 条 ) 共 270 
条 mtCOI 序列 进行 限制 性 酶 切 位 点 及 模拟 电泳 图 
分 析 , Jin edi 5 种 酶 用 于 实验 ,分 别 为 Taql, 
Vspl, Van91lI, Ncol 和 Foki (内 切 酶 均 购 置 于 


2 期 


Fermentas 公司 ) 。 

对 PCR 产物 分 别 进行 RFLP 酶 切 ， 酶 切 反应 体 
系 为 10 uL, 1 0.2 uL (1 U) 酶 , 10 x buffer ( 含 
BSA) 1 uL, DNA PCR 产物 5 uL, ddH,O 3.8 uL, 
Tagl 酶 切 反应 体系 于 65% 反应 1 h, HREH 
体系 于 37% 反应 1 h, 

1.5 琢 脂 糖 凝 胶 电 沪 

取 酶 切 PCR 产物 7 pL 于 2% 珠 脂 糖 凝 腕 上 电泳 
分 离 , 经 Gel-red 染色 后 在 凝 胶 成 像 系统 中 观察 拍照 。 
1.6 ”数据 处 理 与 分 析 

AER X63 Hj DNAMAN (Lynnon Biosoft) 
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和 Vector NTI ( Informax ) 两 种 软件 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 烟 粉 虱 隐 种 mtCO7 基因 所 具有 的 限制 性 
FE] fr Ea 23 T 

根据 DNAMAN (Lynnon Biosoft) 和 Vector NTI 
( Informax ) 两 种 软件 推测 , A8 Fe] AUR 38V Es FE PT LU 
的 限制 性 酶 切 位 点 数 以 及 被 不 同 限 制 性 内 切 酶 消化 
酶 切 后 所 得 的 DNA. Fr BE Nos 2。 


表 2 9 种 烟 粉 剧 mtCOT 序列 的 酶 切 情况 


Table 2 Restriction endonuclease digestion of mtCOI of 9 cryptic species of Bemisia tabaci 


Tagl Vspl 


Ncol Van91I Fokl 


隐 种 。” ” 酶 切 位 点 数 ” 酶 切片 段 ” 酶 切 位 点 数 ” 酶 切片 段 ” 酶 切 位 点 数 ” 酶 切片 段 ” 酶 切 位 点 数 ” 酶 切片 段 ” 酶 切 位 点 数 ” 酶 切片 段 


Cryptic Number 大 小 (bp) Number 大 小 (bp) Number 大 小 (bp) Number 大 小 (bp) Number 大 小 (bp) 
species of sites ~ Product size of sites Product size of sites Product size of sites Product size of sites Product size 
Asia I 1 120, 639 1 415, 344 1 266, 493 1 447 , 312 一 一 
Asia II 1 一 一 1 762, 55 一 一 1 794 一 一 
Asia II 3 1 363 454 2 55, 292, 470 一 一 一 一 一 一 
Asia II 6 一 一 1 415, 344 一 一 1 447, 312 一 一 
Asia II 7 一 一 1 791 一 一 2 531,286 3 196, 625 
Asia II 9 1 308, 451 1 707 , 52 一 一 1 447, 312 一 一 
China 1 1 231, 586 一 一 一 一 1 794 一 一 
MED 1 175, 642 2 55. 292, 470 & x d - » - 
MEAMI 2 175, 228, 414 - 762, 55 E 可 1 794 - » 


2.2 不 同 烟 粉 虱 隐 种 mtCOI 基因 的 限制 性 酶 切 电 
泳 效果 

从 表 2 可 见 , 由 于 烟 粉 融 隐 种 较 多 , 一 种 限制 
性 内 切 酶 不 能 将 所 有 的 隐 种 同时 分 开 , 所 以 这 里 采 
用 单 种 或 多 种 限制 性 内 切 酶 逐步 酶 切 的 方法 来 区 分 
不 同 烟 粉 乔 隐 种 。 首 先 , 取 9 个 隐 种 mrCOI PCR 产 
9] 5 uL 进行 Taqi ( 酶 切 位 点 为 TYCGA) 酶 切 , 可 
将 9 个 隐 种 分 为 5 K, 分 别 呈 现 5 种 不 同类 型 的 电 
KRI: 1) MEAMI; 2) China 1; 3) Asia I 和 
MED; 4) Asia II 3 和 Asia IL 9; 5) Asia IL 1, Asia II 
6 fH Asia IL7 (图 1)。 其 中 MEAM1 和 China 1 nj Ef 
接 通 过 Tagl 酶 切 鉴定 出 来 ， 酶 切 后 DNA 片段 分 别 
为 MEAM1: «500 bp 1 条 , 23 250 bp 两 条 ; China 
1: 约 600 bp 1 &, >250 bp 1 2&, Asia I II MED 被 
Taql 酶 切 后 的 特征 条 带 为 约 700 bp 1 条 , 25] 250 bp 
1 条。AsiaI3 和 Asia II 9 的 Taqi 酶 切 产 物 为 20 


AO 





Tagl 酶 切 不 同 烟 粉 乱 隐 种 的 miCOI PCR 产物 后 
的 琼脂 糖 电泳 图 谱 
mtCOI PCR-RFLP pattern of different cryptic species 


图 1 


Fig. 1 
of Bemisia tabaci after digestion with TagI 
M: DNA marker 2000; 1: Asia I; 2: MED; 3: China 1; 4; Asia I1 9; 
5: Asia I3; 6; MEAMI ; 7: Asia IL 1; 8; Asia IL 6; 9: Asia IL 7; 10; 
未 经 酶 切 的 对 照 Undigested control. 
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~500 bp 紧 临 的 两 条 亮 市 。 由 于 Asia IL 1, Asia H 6 
和 Asia IL7 都 没有 Taq 酶 切 位 点 , 所 以 显示 为 未 切 
开 的 880 bp 亮 带 1 条 。 

其 次 , 根据 Tagl 酶 切 的 不 同 电泳 图 谐 选择 是 
否 进行 下 一 步 酶 切 区 分 鉴定 。 对 Asia I 和 MED 采 
用 限制 性 内 切 酶 Neol ( 酶 切 位 点 为 C/CATGG) 进 
行 区 分 , 得 到 的 特征 条 带 分 别 为 Asia I; 约 500 bp 
和 约 300 bp Ziri 1 条 。MED 没有 该 酶 的 酶 切 的 
MER, 所 以 电泳 条 带 为 1 条 880 bp 左右 的 亮 市 (图 
2: A)。 因 此 , 结合 Tagl 和 Neol 两 种 内 切 酶 ， 即 可 
将 这 两 个 隐 种 区 分 开 来 。 对 Asia IL3 和 Asia I 工 9 M 
选用 限制 性 内 切 酶 Vanil ( Ej 7] f xx 
CCANNNN/NTGG) 进行 鉴别 ， 从 图 2(B) 可 看 出 ， 
Van911 将 Asia II 9 miCO PCR 产物 DNA 片段 切割 
成 约 500 bp 和 约 300 bp 的 亮 带 各 1 条 , 但 却 不 能 
将 Asia IL 3 HF, 进而 可 以 将 二 者 进行 区 分 。 对 
Asia II 1, Asia II 6 和 Asia II 7 的 mtCOI PCR 产物 ， 
采用 Vspl ( 酶 切 位 点 AT/TAAT) 和 FokI | 酶 切 位 点 
GGATG (N)9/] 两 种 酶 同时 分 别 酶 切 , 符 经 Fokl BS 
切 后 产生 约 700 bp 和 约 200 bp 的 两 条 带 , 则 该 隐 
种 为 Asia I7( 图 3: A) ; A2 Vol 酶 切 后 产生 约 
500 bp 和 约 300 bp 的 两 条 亮 带 , 则 该 隐 种 为 Asia II 
6( 图 3: B); 奎 被 两 种 限制 性 内 切 酶 都 不 能 切 开 ， 
则 该 隐 种 为 Asia IL1 (图 3)。 综 上 所 述 , 采用 多 种 
限制 性 内 切 酶 单独 或 按 一 定 顺 序 酶 切 的 方法 ， 即 可 
鉴定 出 中 国境 内 的 9 个 不 同 烟 粉 乱 隐 种 (图 4)。 


A M 1 2 3 4 B M 1 2 3 





图 2  Ncol 和 Van911 酶 切 不 同 烟 粉 乱 隐 种 的 
mtCOI PCR 产物 后 的 琼脂 糖 电泳 图 谱 
Fig. 2  mtCOI PCR-RFLP pattern of different cryptic species 


of Bemisia tabaci after digestion with Ncol and Van91I 
M: DNA marker 2000; A: 1: Asia I; 2: MED; 3, 4: 未 经 酶 切 的 对 照 
Undigested control; B: 1; Asia I19; 2: Asia II 3; 3: 未 经 酶 切 的 对 照 


Undigested control 
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图 3 Foki (A) I Vspl (B) 酶 切 不 同 烟 粉 乱 隐 种 的 
mtCOI PCR 产物 后 的 琼脂 糖 电泳 图 谱 
Fig. 3 mtCOI PCR-RFLP pattern of different cryptic species 
of Bemisia tabaci after digestion with FokI ( A) and Vspl (B) 
M: DNA marker 2000; A: 1; Asia I1 7; 2; Asia I16; 3: Asia IL 1; 4: 
未 经 酶 切 的 对 照 Undigested control; B; 1: Asia I6; 2: Asia II 7; 3: 
Asia IL 1; 4: 未 经 酶 切 的 对 照 Undigested control. 


3 讨论 


烟 粉 乔 作 为 一 个 隐 种 复合 体 , 包含 至 少 31 个 
不 同 隐 种 。 各 隐 种 之 间 生 物 学 特性 差异 明显 ,其 中 
MEAMI 和 MED 隐 种 依靠 其 在 生殖 干涉 行为 、 存 活 
和 繁殖 能 力 、 寄 主 植物 适应 能 力 、 抗 药性 等 方面 的 
优势 ( Luan and Liu, 2012; Luan et al., 2012; Wang 
et al., 2012 ) , 在 一 些 区 域 欧 争取 代 了 多 个 土著 烟 
粉 乱 隐 种 ( Liu et al., 2007; Crowder et al., 2010; 
Hu et al., 2011) 。 因 此 明确 烟 粉 乱 不 同 隐 种 在 我 国 
境内 的 分 布 范 围 及 各 地 区 的 隐 种 组 成 ， 及 时 了 解 外 
来 烟 粉 避 的 入 侵 范 围 和 动态 , 对 于 制定 合理 有 效 的 
防治 措施 是 必需 的 。 烟 粉 乔 各 隐 种 依据 形态 特征 无 
法 区 分 , 因此 传统 形态 分 类 手段 无 能 为 力 , MAKTE 
分 子 生物 学 手段 可 以 方便 快捷 地 鉴定 区 分 不 同 
隐 种 。 

本 研究 采用 多 种 限制 性 内 切 酶 单独 或 按 一 定 顺 
序 酶 切 的 方法 , 可 鉴定 出 中 国境 内 的 9 个 烟 粉 乔 隐 
种 (图 4) 。 但 本 研究 使 用 的 不 同 烟 粉 乔 隐 种 ， 上 只 是 
采集 于 一 个 地 理 位 置 的 种 群 ， 而 不 同 地 理 位 置 的 烟 
粉 异种 群 由 于 环境 的 差异 , 可 以 导致 mwCO7 基因 的 
微小 差异 , 因此 该 酶 切 方法 对 其 他 地 理 位 置 的 烟 粉 
剧种 群 是 否 同 样 适 用 , 需要 验证 。 鉴 于 此 , 我 们 从 
GenBank (http://www. nibi. nlm. nih. gov) 下载 了 分 
布 于 中 国境 内 不 同 省 份 的 45 条 miCOI 序列 ,进行 
了 多 种 限制 性 内 切 酶 共同 酶 切 的 可 行 性 分 析 ， 以 明 
确 同一 隐 种 不 同 地 理 位 置 是 否 存 在 位 点 差异 性 ( 表 
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未 知 烟 粉 乔 样 本 PCR 产 物 
PCR product of an 
unknown sample of B. tabaci 


Asia I , MED MEAMI 


Nco Í 


Tag I 





Asia II 3, Asia IL 9 


Van91 I 


Asiall 6, Asiall7, Asiall1 


Vsp I +Fok I 


图 4 未 知 烟 粉 乱 隐 种 鉴定 简易 流程 图 


Fig. 4 Simple scheme for identification of an unknown cryptic species of Bemisia tabaci based on mtCOI-RFLP 


3 )。 结 果 表 明 , 浙江 、 四 川 、 湖 北 等 7 个 省 内 分 布 
的 China 1 Tagl 酶 切 位 点 与 本 研究 所 用 种 群 基本 相 
同 , 均 有 两 个 酶 切 位 点 , 分 别 为 531 bp 和 561 bp, 
都 在 550 bp 左右 ; 周 新 改 等 (2012 ) 对 不 同 地 域 的 
40 条 MEAMI miCOI Taqi 酶 切 位 点 进行 分 析 , 结果 
显示 MEAMI mtCOI 序列 也 不 存在 位 点 多 态 性 ,， 且 
本 研究 所 用 地 理 种 群 的 酶 切 位 点 与 周 新 改 等 
(2012) 所 用 的 相同 ,因此 采用 Tagl 酶 切 PCR 产物 
一 步 即 可 鉴定 出 中 国境 内 China 1 和 MEAMI 两 个 
隐 种 。Hu 等 (2011) 对 中 国境 内 田间 调查 结果 显 
示 , AE USER Asia I 主要 分 布 在 云南 、 广 东 、 广 
西 和 海南 4 省 , 对 该 4 省 的 Asia I mtCOI 序列 进行 
Tagl 和 Ncol 酶 切 位 点 分 析 可 见 ，Asia 工 的 TooI 酶 
切 位 点 在 100 ~ 200 bp 之 间 , 而 Neol 酶 切 位 点 在 
300 bp 左右 ; 在 本 实验 中 , MW EUER MED 的 
7adI 酶 切 位 点 与 Asia I 的 相似 , 由 于 近 些 年 来 MED 
在 中 国 大 范围 发 生 , 因此 这 里 选取 了 发 生 比 较 普 这 
的 10 个 省 份 的 MED mtCOI 序列 进行 Tagl 和 Ncol 
酶 切 位 点 分 析 , 结果 表明 ，MED 的 Tagl WIAA 
大 约 都 在 150 bp 左右 , HERA Neol 酶 切 位 点 ， 
ARES V Asia I 和 MED 全 国 不 同 省 份 的 miCOT 序列 
的 Tagl 和 Neol 酶 切 位 点 分 析 与 本 人 研究 所 用 的 地 理 
种 群 保持 一 致 , 但 周 新 改 等 (2012 ) 对 湖北 等 地 
MED miCO7 序列 的 Tagl 酶 切 位 点 分 析 显 示 ，MED 
存在 Tal 酶 切 位 点 多 态 性 ， 有 396 的 MED TaqI W 
切 位 扣 与 本 人 研究 所 用 的 种 群 不 同 , 虽然 只 是 占有 很 
小 一 部 分 , 但 能 否 采 用 Tagl + Ncol 方法 鉴定 所 有 的 
MED 隐 种 的 实际 操作 性 还 有 待 验证 ,鉴定 时 可 以 
采用 RFLP 与 H16 RAPD 相 结合 的 方法 进行 。 本 研 


究 中 , 采用 Tagl + Vanl 的 方法 鉴定 Asia II 3 和 
Asia IL 9, Tagl + Vspl + Fokl 鉴定 Asia IL 1, Asia IL 6 
和 Asia IL 7 3 个 隐 种 , 对 其 主要 分 布 的 其 他 省 份 
mtCOI 序列 进行 特定 酶 的 酶 切 位 点 分 析 的 结果 与 本 
实验 绪 末 一 致 。 分 析 绪 采 表 明 , 该 方法 对 全 国 发 生 
的 该 9 个 烟 粉 乔 隐 种 具有 普 适 性 。 此 外 , 本 实验 室 
在 近 几 年 的 田间 调查 中 , 反复 使 用 了 本 文 的 方法 对 
采 自 全 国 20 多 个 省 份 的 200 多 批 烟 粉 乔 样 本 进行 
TZE, 并 对 采用 miCOI RFLP-PCR 方法 鉴定 的 结 
果 多 次 进行 了 miC01 测序 验证 , 结果 表明 ,miC0O1 
RFLP-PCR 方法 是 可 行 的 、 稳定 的 。 目 前 中 国境 内 
已 报道 的 入 侵 和 土著 烟 粉 避 共 有 15 个 隐 种 (Hu et 
al., 2011; 刘 银 果 和 刘 树 生 , 2012) ,本 实验 研究 了 
9 个 烟 粉 乱 隐 种 的 鉴定 方法 , 这 9 个 隐 种 是 目前 野 
外 采集 较 有 可 能 遇 到 的 ,其 他 隐 种 采 到 的 几率 较 
低 。 对 一 个 未 知 烟 粉 虱 样 品 进 行 鉴 定时 ,只 需 在 
PCR 扩 增 出 miCOI 基因 厂 段 后 , 采用 1 种 或 2 种 限 
制 性 内 切 酶 对 miCOI PCR 产物 进行 RFLP BE, BJ 
可 鉴定 出 该 烟 粉 乔 样 品 所 属 的 隐 种 (图 4) 。 该 方法 
与 mtCOI 测序 相 比 ,， 既 经 济 又 快速 , 因此 可 以 广泛 
应 用 于 各 地 的 田间 调查 。 

虽然 本 文 所 提出 的 烟 粉 乱 隐 种 鉴定 方法 具 较 好 
的 可 行 性 , 但 如 果 样 本 中 存在 图 4 所 示 9 个 隐 种 以 
外 的 其 他 隐 种 , 鉴定 结果 就 有 可 能 受到 干扰 。 
此 , 在 使 用 本 文 的 方法 进行 烟 粉 虱 调 查 鉴 定时 ， 有 
必要 对 鉴定 结果 用 miC01 测序 做 抽查 验证 。 理 论 
E, 对 于 其 他 的 烟 粉 乔 隐 种 ,也 有 可 能 用 miCOI 
PCR-RFLP 技术 进行 鉴定 , 但 这 需要 采 到 这 些 隐 种 
的 标本 做 试验 论证 。 
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33 中 国 不 同 地 理 分 布 的 9 种 烟 粉 虱 mtCOT 部 分 序列 的 酶 切 位 点 分 析 
Table 3 RFLP analysis on partial mtCOT gene sequences of 9 cryptic species of Bemisia tabaci from 


different localities in China 























. 分 布 省 份 MN 
on oie ceci Provinces of NNNM Taqi spl Neol Van911 Fold 
distribution 2o. of miCOI 

1 Asia I 海南 Hainan HM137323 120 NA 266 NA NA 
2 Asia I 海南 Hainan HM137329 120 NA 266 NA NA 
3 Asia I 广东 Guangdong DQ986959 196 NA 342 NA NA 
4 Asia I 广西 Guangxi EU192044 199 NA 345 NA NA 
5 Asia I 云南 Yunnan HM137330 120 x 266 NA NA 
6 Asia II 1 广东 Guangdong EU192069 x x NA NA x 
7 Asia II 1 浙江 Zhejiang DQ309077 x x NA NA x 
8 Asia II 1 广西 Guangxi EU192047 x x NA NA x 
9 Asia II 1 海南 Hainan EU192065 x 786 NA NA x 
10 Asia II 1 海南 Hainan HM137337 x x NA NA x 
11 Asia II 3 浙江 Zhejiang AJ867556 387 NA NA x NA 
12 Asia II 3 浙江 Zhejiang DQ309074 363 NA NA x NA 
13 Asia II 3 浙江 Zhejiang DQ309076 363 NA NA x NA 
14 Asia II 3 广西 Guangxi EU192045 368 NA NA x NA 
15 Asia II 6 福建 Fujian AJ784261 x 445 NA NA NA 
16 Asia II 6 广西 Guangxi HM137388 x 415 NA NA NA 
17 Asia II 6 广西 Guangxi HM137352 x 415 NA NA NA 
18 Asia II 6 广西 Guangxi HM137342 x 415 NA NA NA 
19 Asia II 6 云南 Yunnan EU192052 x 496 NA NA NA 
20 Asia II 6 云南 Yunnan EU192054 x 498 NA NA NA 
21 Asia II 7 广东 Guangdong AY686064 x NA NA NA 147, 151 
22 Asia II 7 广东 Guangdong DQ174523 x NA NA NA 125, 129 
23 Asia II 7 福建 Fujian GQ139492 x NA NA NA 147, 151 
24 Asia II 9 湖南 Hunan HM137313 308 NA NA 447 NA 
25 Asia II 9 湖南 Hunan HM137345 308 NA NA 447 NA 
26 China 1 浙江 Zhejiang DQ309708 586 NA NA NA NA 
27 China 1 yu JI| Sichuan HM137315 531 NA NA NA NA 
28 China 1 yu JI| Sichuan HM137351 531 NA NA NA NA 
29 China 1 广东 Guangdong HM137317 531 NA NA NA NA 
30 China 1 江西 Guangxi HM137328 531 NA NA NA NA 
31 China 1 湖南 Hunan AY686085 561 NA NA NA NA 
32 China 1 湖北 Hubei AY686089 561 NA NA NA NA 
33 China 1 重庆 Chongqing AY686091 561 NA NA NA NA 
34 MED 安徽 Anhui HM137320 120 NA x NA NA 
35 MED 广东 Guangdong AY686083 150 NA x NA NA 
36 MED 广西 Guangxi HM137360 121 NA x NA NA 
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续 表 3 Table 3 continued 


分 布 省 从 dd 
号 码 隐 种 GenBank 登录 号 
Provinces of 
Code Cryptic species GenBank accession 
distribution 
no. of mtCOI 
37 MED J P8 Guangxi FJ375379 
38 MED 河南 Henan HM802269 
39 MED 四 川 Sichuan HM137331 
40 MED 云南 Yunnan HM137524 
41 MED 浙江 Zhejiang GQ371165 
42 MED 山东 Shandong EF398115 
43 MED 湖北 Hubei HM586106 
44 MED 湖北 Hubei HM626152 
45 MED 江苏 Jiangsu GQ139499 


193 
Tag] Vspl Ncol Van911 Fokl 
146 NA x NA NA 
188 NA x NA NA 
120 NA x NA NA 
120 NA x NA NA 
175 NA x NA NA 
178 NA x NA NA 
147 NA x NA NA 
174 NA x NA NA 
150 NA x NA NA 











x : 未 经 酶 切 Undigested; NA: 未 分 析 Not analyzed. 
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